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Immunogene Zelltodmarker HMGB1 und sRAGE
als neue pradiktive und prognostische Serum
Biomarker bei Tumorerkrankungen

Immunogenic cell death markers HMGB1 and sRAGE as new predictive and prognostic serum

biomarkers in cancer disease

Zusammenfassung: Immunogene Zelltodmarker sind eine
inhomogene Gruppe von Molekiilen, die wahrend Zelltod-
prozessen wie Apoptose, Nekrose oder weiteren Formen
freigesetzt werden. Je nach Zusammensetzung des extra-
zelluldren Milieus konnen diese ,,Danger associated mole-
cular patterns“ (DAMPs) wie das ,,High mobility group
box 1“ (HMGB1) Protein das Immunsystem stimulierend
oder inhibierend beeinflussen. Bei Tumorerkrankungen
scheint eine kontinuierliche Freisetzung von HMGBI, u.a.
iiber eine Vermittlung durch den zelluldren Bindungs-
partner ,,Receptor of advanced glycation end products®
(RAGE), zu einer Forderung des Tumorwachstums zu
fiihren, wahrend die pulsatile Freisetzung wahrend zyto-
toxischer Therapie zu einer verbesserten antitumordsen
Immunantwort beitragen konnte. Losliches RAGE (SRAGE)
kann hingegen die Effekte von extrazellularem HMGBI1
abpuffern. In diesem Review werden die strukturellen
und funktionalen Charakteristika dieser immunogenen
Zelltodmarker sowie ihre Rolle in der Pathophysiologie
von nicht-malignen und malignen Erkrankungen vorge-
stellt; sodann wird ihre Relevanz als Serum-Biomarker fiir
die Diagnose, die Prognoseabschatzung, die Pradiktion
und das Monitoring des Ansprechens einer zytotoxischen
Therapie bei Tumorpatienten beleuchtet. Bei Patienten
mit verschiedenen Tumorerkrankungen wurden im Ver-
gleich zu gesunden Personen erh6hte Serumkonzentrati-
onen von HMGBI1 und niedrigere SRAGE-Werte gefunden.
Zudem waren hohe HMGBI- und niedrige SRAGE-Serum-
werte vor und wahrend einer zytotoxischen Therapie mit
einem unzureichenden Ansprechen auf die Behandlung
und einem kiirzeren Uberleben assoziiert. Diese Ergeb-
nisse weisen die immunogenen Zelltodmarker HMGB1
und sRAGE als neue, vielversprechende Biomarker zur
Abschitzung der Prognose, Stratifikation der Patienten
und zum Therapiemonitoring bei Tumorpatienten aus.

Schliisselworter: HMGB1; immunogener Zelltod; Pradik-
tion; Prognose; sRAGE.

Abstract: Immunogenic cell death markers are an inho-
mogeneous group of molecules which are released from
apoptotic, necrotic or otherwise dying cells. Once in the
extracellular milieu, these danger associated molecular
patterns (DAMPs) such as the high mobility group box 1
protein (HMGB1) are able to exert activating and suppres-
sive effects on the immunity system. On the one hand,
continuously released HMGB1 - via interaction with
its cellular binding partner receptor of advanced glyca-
tion end products (RAGE) - can promote tumor growth,
whereas, on the other hand, pulsatile release of HMGB1
during cytotoxic therapies may activate the immunity
system against tumor cells. Soluble RAGE (sRAGE), how-
ever, can act as a decoy receptor, balancing the extracel-
lular effects of HMGBI1. Here, we review the structural
and functional characteristics of these immunogenic
cell death markers and their role in the pathophysiol-
ogy of diverse benign and malignant diseases. Further,
we report on their relevance as serum biomarkers for the
diagnosis, estimation of prognosis, as well as the predic-
tion and monitoring of response to cytotoxic therapy in
cancer patients. Elevated levels of HMGB1 and lower lev-
els of sSRAGE were found to be present in blood of patients
suffering from various tumor entities as compared with
healthy controls. Furthermore, high HMGB1 and low
sRAGE serum levels of cancer patients before or during
cytotoxic therapy were associated with poor treatment
response and shortened overall survival. These results
indicate that immunogenic cell death markers such as
HMGB1 and sRAGE are promising new biomarkers for
prognosis, patients’ stratification and therapy monitor-
ing in cancer patients.
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Einfiihrung

Wesentliche Indikationen fiir den Einsatz von Serum-Bio-
markern bei Tumorpatienten sind die Unterstiitzung der
Differenzialdiagnose einer Tumorerkrankung, die Abschat-
zung der Prognose, die Pradiktion und das Monitoring
einer zytotoxischen Therapie sowie die frithzeitige Erken-
nung einer Rezidiverkrankung in der Nachsorgesituation
[1, 2]. Vor dem Hintergrund immer wirksamerer therapeuti-
scher Moglichkeiten selbst in fortgeschrittenen Tumorsta-
dien und angesichts der damit verbundenen erheblichen
Kostensteigerungen besteht zunehmender Bedarf, fiir den
individuellen Patienten bereits vor Behandlungsbeginn
das wahrscheinliche Ansprechen einzelner Therapieopti-
onen abzuschatzen und wahrend der Therapie zuverlds-
sig deren Wirksamkeit zu iiberpriifen, um rechtzeitig eine
Umstellung der Behandlung vornehmen zu kénnen.

Fiir die pratherapeutische Prognoseabschitzung und
die Stratifizierung von Patienten fiir spezielle Therapien
werden Kklinische und zunehmend molekularbiologi-
sche Faktoren herangezogen [3, 4]. Die Evaluation des
Ansprechens einer Tumortherapie wird meist anhand der
makroskopischen Verdnderungen der Tumorgrofie durch-
gefiihrt, die mittels RECIST- Kriterien objektiviert werden
und weithin anerkannt sind [5]. Allerdings unterliegt
auch die Beurteilung des Therapieansprechens in den
bildgebenden Verfahren relevanten Einschrankungen:
Die Sonografie ist stark Untersucher-abhdangig und in
Schnittbildverfahren konnen Umgebungsreaktionen wie
z.B. eine desmoplastische Stromareaktion oder Bestrah-
lungsnarben die Gréflenbestimmung einer Tumorldsion
erschweren [6, 7]. Die in den RECIST-Kriterien verwendete
eindimensionale Ausmessung des Tumors kann falschli-
cherweise auch zur Unterschitzung des Therapieanspre-
chens fiihren, wenn der Tumor inhomogen einschmilzt,
abgestorbenes Tumorgewebe nicht abgerdaumt wird
oder der Tumor bei stabilem Volumen nur an metabo-
lischer Aktivitit verliert [8]. Die sensitivere Methode der
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Positronen-Emissions-Computertomographie (PET-CT)
bildet gleichzeitig morphologische und funktionelle Ver-
anderungen ab, ist jedoch mit einer hohen Strahlenbe-
lastung verbunden, kostenintensiv und nur in speziellen
Zentren verfiighar. Die Diffusions-gewichtete (DW) und
dynamisch Kontrast-verstirkte (DCE) Magnetresonanz-
tomographie (MRT) beriicksichtigt ebenso funktionelle
Aspekte, Gewebs- und Perfusionsunterschiede, ist aller-
dings mit hohem Kosten- und Zeitaufwand verbunden
und nur an grof3e Hauser angebunden. [9, 10] Die Cha-
rakterisierung der Tumorbiologie gelingt am {iiberzeu-
gendsten durch histopathologische Untersuchungen. Als
Nachteile schlagen hier jedoch die invasive Gewinnung
des Probenmaterials, die serielle Analysen in der Regel
nicht praktikabel macht, und die potentielle Unterschat-
zung der Heterogenitdt eines Tumors bei einer einmaligen
Untersuchung [11] zu buche.

Eine viel versprechende Alternative zur Prognoseab-
schiatzung und Evaluation des Therapieansprechens bie-
tet sich in Form von im Blut zirkulierenden Biomarkern,
die mit der Aktivitat, Invasivitat, Proliferation und dem
Zelltod des Tumors assoziiert sind oder die Immunantwort
auf die Tumorerkrankung oder Tumorbehandlung wider-
spiegeln. Diese konnen minimalinvasiv iiber eine einfa-
che Venenpunktion gewonnen werden und eignen sich
somit auch fiir serielle Bestimmungen. Zudem kénnen
sie schnell und kostengiinstig mit robusten, reproduzier-
baren und qualitdtskontrollierten Methoden quantifiziert
werden und objektivieren so die biochemische Verande-
rung des Tumors oder des Organismus auf die Behandlung
[2, 12]. Bei vielen Tumorentitdten haben sich onkologische
Biomarker fiir die Therapiekontrolle etabliert, z.B. PSA
beim Prostatakarzinom, CEA beim kolorektalen Karzinom
und CA19-9 beim Pankreaskarzinom [2, 13, 14]. Allerdings
wird der Informationsgehalt der Biomarkerkinetiken nur
bedingt ausgeschopft: Die Anwendung von Biomarker-
Panels und die Definition klarer Richtlinien fiir die Inter-
pretation der individuellen Markerverldufe wiirde die
diagnostische Aussagekraft bei vielen Tumorarten stei-
gern [10]. Forschungsbemiihungen der letzten Jahre in
den Bereichen Genomics, Epigenomics, Proteomics und
Metabolomics haben zudem zu einer Vielzahl neuer ,,Kan-
didatenmarker® gefiihrt. Von diesen wurde allerdings nur
ein Kkleiner Teil ausfiihrlich in klinischen Studien gepriift
und nur wenige erreichten das Stadium des Einsatzes in
der klinischen Routinediagnostik [15].

Im Idealfall konnte man von den Biomarkerwerten
direkt auf die Tumoraktivitit bzw. den Tumorzellun-
tergang schlieflen, schon lange bevor makroskopische
Verdanderungen in der Bildgebung sichtbar werden. Bio-
marker, die mit Zelltod in Zusammenhang stehen und
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dabei regelmiflig in den Blutkreislauf gelangen, haben
sich dafiir als vielversprechend erwiesen, da sowohl mit
zunehmendem Zellumsatz bei gesteigertem Tumorwachs-
tum wie auch bei gezielt zytotoxischer Chemotherapie
massiv Zelluntergang stattfindet [3, 16]. So wurde wieder-
holt eine erhdhte Serum- und Plasmakonzentration des
Zelltodmarkers Nukleosomen bei Tumorpatienten berich-
tet. Wahrend einer zytotoxischen Chemo- und Radiothe-
rapie stiegen die Nukleosomenwerte wahrend der ersten
Tage z.T. deutlich weiter an, um binnen einer Woche wie-
der auf den prdtherapeutischen Ausgangswerten anzuge-
langen [16, 17]. Dieser Effekt war dosis- und zeitabhingig
[18] und korrelierte mit dem spéteren Ansprechen der
Patienten auf die Therapie bzw. mit der Prognose der Pati-
enten [19-26]. Interessanterweise war bei allen Studien
mit Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien — sowohl
unter systemischer als auch unter lokaler zytotoxischer
Therapie — ein erhohter Ausgangswert, ein stdrkerer
Anstieg der Nukleosomenwerte und ein unzureichender
Riickgang wahrend der ersten Therapiewoche mit einem
mangelnden Therapieansprechen und einer ungiinsti-
gen Prognose assoziiert [19-25]. Bei Patienten mit nicht-
kleinzelligem und kleinzelligem Lungenkarzinom zeigte
die Kombination der Nukleosomen mit den etablierten
Markern CYFRA 21-1 bzw. ProGRP das Nicht-Ansprechen
der Therapie bei einer Untergruppe der Patienten sehr
spezifisch und bereits nach einer Therapieanwendung
an [21-23]. Dieser Ansatz zur friihzeitigen Beurteilung des
Therapieansprechens kann zukiinftig genutzt werden, um
bei diesen Patienten das radiologische Staging vorzuzie-
hen und bereits frithzeitig auf eine wirksamere Therapie
umzustellen.

Erhohte Nukleosomenkonzentrationen werden auch
im Blut von Patienten nach einem Trauma, Schlaganfall,
mit einer Sepsis oder mit einer autoimmunen Erkrankung
gefunden [16, 27-30]. Immunstimulierende Effekte der
Nukleosomen sind jedoch bislang nur beim systemischen
Lupus erythematodes (SLE) bekannt, bei dem es mitunter
zur Triggerung von Anti-Nukleosomen-Antikérpern kom-
men kann, welche mit der Progression der Erkrankung und
der Nierenschadigung korrelieren [31]. Moglicherweise
tragt die geringere Aktivitdt der Serum-DNAse beim SLE,
die an der Degradation und Elimination der Nukleoso-
men aus dem Blut beteiligt ist, zur ldngeren Persistenz der
Nukleosomen im Blut und zur nachhaltigen Immunstimu-
lation bei [31, 32]. Inwiefern die erhéhte Serumkonzentra-
tion der Nukleosomen bei Tumorerkrankungen lediglich
den erh6hten Zellumsatz widerspiegelt oder diese eben-
falls eine immunstimulierende Relevanz haben, ist bis-
lang unklar. Jiingste Studien haben einen Zusammenhang
der Freisetzungsmuster von Nukleosomen, Markern des
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immunogenen Zelltods und der DNAse-Aktivitit auch
bei Tumorpatienten wéhrend einer zytotoxischen Thera-
pie beschrieben. Da eine Stimulation des Immunsystems
einerseits die Sensibilitdt von Tumorzellen gegen Chemo-
therapeutika erh6hen kann, eine permanente Aktivierung
hingegen auch eine Toleranz des Tumorgewebes indu-
zieren kann [33, 34], riicken diese neuen Biomarker und
ihre Aussagekraft fiir die Prognoseabschatzung und das
Ansprechen einer Tumortherapie in den Blickpunkt des
Interesses.

Biomarker des immunogenen
Zelltods

Beim immunogenen Zelltod, der unterschiedliche mor-
phologische Charakteristika aufweisen kann, kommt es
zur Freisetzung von Zelltodprodukten, welche eine spe-
zifische Immunantwort induzieren. Unter anderem wird
Calreticulin vom Endoplasmatischen Retikulum an die
aufBere Plasmamembran der sterbenden Zelle transloziert
und ist dort ein wesentliches ,,eat me“-Signal zur Attrak-
tion von Phagozyten und dendritischen Zellen. Diese pha-
gozytieren dann die Tumorzellen und fiihren iiber eine
Antigenprasentation zur Aktivierung von tumorspezifi-
schen zytotoxischen T-Zellen. Primdr nicht immunogene
Chemotherapie kann durch Absorption von Calreticulin
durch Tumorzellen sogar immunogen wirken [35]. Die
verzogerte Freisetzung der ,,Damage associated molecular
pattern“ (DAMP) ,,High molecular group box 1“ (HMGB1)
Protein und Adenosintriphosphat (ATP) induzieren
ebenso die Kreuzprdsentation von phagozytierten Anti-
genen und aktivieren auf diesem Wege eine nachhaltige
Immunantwort [36]. Da es bislang kaum klinische Studien
zu Calreticulin und ATP als Biomarker fiir die klinische
Anwendung gibt, fokussiert dieser Beitrag auf die Bio-
marker HMGB1 und einen wesentlichen Bindungspartner
»receptor for advanced glycation endproducts“ (RAGE),
die einerseits eine zentrale Rolle in der Immunstimula-
tion spielen und zudem als 16sliche Biomarker im Blut
in verschiedenen klinischen Situationen bereits getestet
wurden. Interessanterweise zeigen jiingere Forschungs-
arbeiten, dass HMGB1 nicht nur als DAMP wahrend des
nekrotischen Zelltods sondern auch wahrend der spaten
Apoptose in Assoziation mit Nukleosomen freigesetzt
wird [37]. Diese Beobachtung riickte die Frage nach der
Bedeutung dieser HMGBI-Nukleosomen-Komplexe in der
Pathogenese von malignen und anderen, z.B. autoimmu-
nen Erkrankungen, sowie als potentieller Biomarker in
das Blickfeld.
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Struktur und Expression von HMGB1 und
SRAGE

HMGBI ist ein Mitglied der HMG-Box Proteinfamilie und
kommt in praktisch jeder menschlichen Zelle vor. Nach
seiner Entdeckung und Isolation war es zundchst als nuk-
ledres Strukturprotein betrachtet mit der Fahigkeit, an
DNA-Strénge zu binden und diese in ihrer Struktur zu ver-
andern. In den letzten Jahrzehnten intensiver Forschung
wurde die Beteiligung von HMGB1 an den wichtigsten
Kernprozessen Transkription, Replikation, Rekombina-
tion und DNA-Reparatur bekannt; HMGB1 wird daher auch
zu den Chaperonen gezdhlt. Spater wurden aufierdem
seine zahlreichen extrazelluldren Funktionen in Rahmen
von Immunabwehr, Autoimmunprozessen, Inflammation
und Gewebshomdoostase erkannt. Die Beteiligung und
eventuell bedeutende Rolle in dieser Vielzahl patholo-
gischer Prozesse machte HMGBI1 zu einem interessanten
Kandidaten in der Suche nach neuen Serum-Biomarkern
fiir Diagnose und Therapiemonitoring bei verschiedenen
Erkrankungen.

HMGBI1 besteht aus zwei DNA-bindenden Unterein-
heiten, der A-Box mit dem negativ geladenen Aminosaure-
terminus, der die intra- und intermolekularen Funktionen
moduliert [38, 39] und der B-Box, die mit CpG-A-Oligodes-
oxynukleotiden interagiert und damit fiir die Aktivierung
dendritischer Zellen und Immunstimulation verantwort-
lich ist [40, 41]. Beide Boxen binden nicht sequenz-spe-
zifisch an DNA-Strange, inshesondere an geknickte oder
verdrehte DNA und fiihren zu einer Entwindung oder
einer verstarkten Biegung der DNA [39, 42]. Die geneti-
schen Sequenzen fiir HMGBI1 liegen auf Chromosom 13
und enthalten ca. 10.000 Basenpaare. Die Primarstruktur
des Proteins besteht aus etwa 214-216 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von ca. 25 kD [43, 44]. Da HMGB1
fiir seine multiplen Funktionen verschiedenste Konfor-
mationsdanderungen vornehmen muss, ist es allerdings
bis heute nicht gelungen, die Gesamtstruktur oder auch
nur die Tertidrstruktur des ganzen Molekiils zu definieren
[45]. Erst durch posttranslationale Azetylierung und Phos-
phorylierung wird HMGB1 aktiviert und in spezifische
Zellkompartimente verteilt [46].

Die Expression von HMGBI1 wird von vielen verschie-
denen Transkriptionsfaktoren gesteuert, darunter auch
p53 und c-myc [47, 48]. Da es im Uberfluss in so gut wie
allen Zellen des menschlichen Korpers exprimiert wird,
wurde es zundchst fiir ein ,,housekeeping gene“ gehalten;
allerdings zeigte sich bald, dass die Expression in verschie-
denen Zellpopulationen massiv variieren kann [reviewed
in 49]. Die intrazelluldre Konzentration kann dabei um
das 100-fache schwanken — vermutlich in Abhdngigkeit
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vom Differenzierungsgrad des jeweiligen Gewebes [50].
Dies wiirde die extrem hohe intrazelluldre Expression in
malignen, also dedifferenzierten, Tumorzellen erklaren
[49] und ist ein besonders interessanter Aspekt fiir die
Nutzung von HMGBI als Biomarker.

RAGE besteht als Transmembranprotein vom Typ I
und Mitglied der Immunglobulin- Superfamilie aus drei
Immunglobulin-artigen Doménen, einer Transmembran-
und einer zytoplasmatischen Doméne [51]. Zusitzlich
zu dieser membranstandigen Form gibt es eine 16sliche
Form von RAGE (,,soluble RAGE/ sRAGE*), der zwei unter-
schiedliche Enstehungswege zugrunde liegen kdnnen:
Zum einen kann sRAGE das Produkt eines alternativen
Splicing-Prozesses der RAGE pra-mRNA sein und wird
dann als ,endogenes, sekretorisches“ RAGE (esRAGE)
freigesetzt. Zum anderen kann der extrazelluldre Anteil
des membrangebundenen Rezeptors proteolytisch abge-
spalten werden und wird dann als ,,abgespaltenes® oder
,cleaved“ RAGE (cRAGE) bezeichnet [52, 53]. Losliches
sRAGE kann an extrazelluldares HMGB1 binden und seine
Funktionen neutralisieren; dabei fungiert es dann als
Abbausignal oder ,decoy receptor” [54]. Folgerichtig
wurde in einer gréf3eren Population gesunder Freiwilliger
(n=626) eine inverse Korrelation von HMGB1 und sRAGE
festgestellt [55].

Funktionen von HMGB1 und RAGE

Intrazelluldr tibernimmt HMGB1 als Chaperon mit sei-
nen DNA-strukturverdandernden Funktionen vielfdltige
Aufgaben im Rahmen der Transkription, Replikation
und Rekombination, sowie bei der DNA-Reparatur. Im
Hinblick auf die potentielle Rolle von HMGB1 als Serum-
Verlaufsmarker soll allerdings im Folgenden vor allem auf
die extrazelluldren Funktionen von HMGBI eingegangen
werden.

HMGB1 wird von nekrotischen und apoptotischen
Zellen oder Zellen des angeborenen Immunsystems iiber
verschiedene Mechanismen in den Extrazellularraum
freigesetzt (siehe unten), wo es als DAMP seine extrazellu-
laren Funktionen {iber Bindung an verschiedenste Rezep-
toren ausiibt, darunter RAGE, die toll-like-Rezeptoren
(TLR) 2, 4 und 9, sowie CD24. [reviewed in 56] Eine Uber-
sicht iiber die verschiedenen HMGBI- Rezeptoren und ihre
zugehorigen intrazelluldren Signalkaskaden findet sich in
Abbildung 1.

RAGE ist der bevorzugte Rezeptor von HMGBI, er
befindet sich als membranstandiger Rezeptor auf den
Oberflachen verschiedenster Immun- und Epithelzel-
len und kann neben ,,advanced glycation end products
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Abbildung1 HMGB1-Rezeptoren und ihre intrazelluldren Signalwege.

(Details im Text; modifiziert nach [57])

(AGEs)“ wie HMGB1 auch Proteine der S100-Familie
sowie DNA, RNA, Serum Amyloid und Immunglobulin-
Leichtketten binden. Durch diese Interaktionen ist RAGE
an vielfdltigen pathologischen Abldufen beteiligt, etwa
bei malignen und chronischen Krankheiten oder systemi-
schen Entziindungszustdnden wie Sepsis und Trauma [58,
59]. Die Bindungsstelle fiir HMGB1 an RAGE konnte bis
jetzt noch nicht eindeutig identifiziert werden, allerdings
zeigen Experimente mit rekombinanten Bindungspart-
nern eine Konzentrations- und Zeit-abhdngige Bindung,
die auch einen Sattigungsgrad erreichen kann [60].

Die Interaktion von HMGB1 und membranstdndigen
RAGE fiihrt zur Aktivierung vielfaltiger intrazelluldarer
Signalwege, darunter die RAS-RAF-MAP-Kaskade und der
Rb2F-Signalweg. Aufierdem bestehen Querverbindungen
zu p53-MDM [61], Rho-GTPasen [62], Jak/STAT [63] und
Mac-152 zudem spielt RAGE eine wichtige Rolle in der DNA-
abhdngigen Aktivierung von TLRY, sodass RAGE weniger
als konventioneller Rezeptor sondern viel mehr als Adap-
ter fiir verschiedenste Signalwege gesehen werden kann
[34]. HMGBI aktiviert iiber Bindung an RAGE dendritische
Zellen und fordert ihre Reifung, was zur Ausschiittung
von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1-a, IL-6 und
TNF-a fiihrt. Dariiber hinaus wird das ,,homing“ der den-
dritischen Zellen in die Lymphknoten angeregt und so die
T-Zell- Differenzierung geférdert [64, 65].

Uber Bindung von HMGBI1 an TLR-4 wird die Fusion
von Phagosomen und Lysosomen in dendritischen Zellen
verhindert, was zum verminderten Abbau und damit zur
vermehrten Prdsentation phagozytierter Fragmente von

apoptotischen Zellen auf der Zellmembran fiihrt [66]. Inte-
ressanterweise kann HMGB1 diesen Effekt auch {iber einen
indirekten Weg auslésen und das sogar noch um einiges
effektiver: HMGB1 16st Lipopolysaccharid (LPS)- Aggre-
gate auf und sorgt fiir eine Bindung der LPS-Molekiile an
CD14, die im LPS/CD14- Komplex dann an Leukozyten bin-
den und fiir eine starkere Produktion von TNF-o fiihren
als HMGB1 oder LPS allein [67].

Nicht immer 16st HMGBI1 allein eine Rezeptorantwort
aus: zur Aktivierung von TLR-2 sind HMGBI1-Nukleoso-
men-Komplexe notig, die vor allem beim Zellzerfall in der
Apoptose entstehen. In vitro wurde gezeigt, dass HMGB1
wahrend der Apoptose fest mit der DNA verbunden bleibt
und mit ihren Bruchstiicken, den Nukleosomen, aus der
Zelle freigesetzt wird [37]. Durch Bindung an TLR-2 kommt
es dann zur Ausschiittung der proinflammatorischen
Zytokine IL-1-B, IL-6 und IL-10, TNF-o. und vielen anderen
Kostimulatoren. Freie extrazellulare HMGBI-Nukleoso-
men-Komplexe kénnen auch zum Verlust der Toleranz
korpereigener DNA fiihren und damit zur Entstehung von
Autoimmunerkrankungen wie dem SLE, bei dem es zur
Produktion von anti-dsDNA- und z.T. auch Anti-Nukleoso-
men-Antikdrpern kommt [37, 68].

Gebunden an Einzelstrang-DNA verstarkt HMGB1
deren immunstimulierenden Effekt auf TLR-9, den ,, kano-
nischen“ Rezeptor fiir Einzelstrang-DNA [40, 69, 70].
Schon im ERGIC (,,endoplasmic reticulum-Golgi interme-
diate compartment“) zwischen dem endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgi- Apparat kann HMGB1 an TLR-9
gebunden sein und die Antwort auf CpG-Oligonucleotide
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(ODN) modulieren. Extrazelluldar bindet HMGB1 sowohl
an CpG-ODN als auch an RAGE, erreicht in diesem Kom-
plex den ERGIC und verursacht MyD88-abhdngig eine ver-
mebhrte Interleukinproduktion [40, 70].

Auch in Assoziation mit IL-1-B verstarkt HMGB1 des-
sen proinflammatorische Effekte {iber Aktivierung des
IL1- Rezeptors [71]. Auf der anderen Seite verringert eine
Bindung von CD24 an HMGBI1 dessen immunstimulie-
renden Wirkungen iiber einen Siglec-G Signalweg, der
exogene Pathogen-assoziierte Molekiile (,,pathogen-
associated molecular patterns“; PAMPs) von endogenen
Gefahrsignalen (DAMPs) unterscheiden kann, sodass von
einer protektiven Funktion des CD24-HMGBI-Komplexes
ausgegangen wird [72]. Um diese widerspriichlichen
Funktionen desselben Molekiils zu erkldaren, wurde ange-
nommen, dass HMGB1 in Verbindung mit proinflammato-
rischen Molekiilen deren Wirkung verstarkt, wohingegen
es alleine immunsuppressive und reparative Vorgdnge
unterstiitzt [69].

Relevanz von HMGB1 und RAGE fiir die Patho-
physiologie nicht-maligner Erkrankungen

HMGB1 kann das Immunsystem also auf vielfache Weise
beeinflussen und es z.B. auch gegen kérpereigene Struk-
turen sensibilisieren. Daher hat es eine wichtige Rolle in
der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie SLE,
Rheumatoider Arthritis (RA), Vaskulitiden, Myositiden
und Diabetes mellitus Typ I [73, 74]. Aufierdem ist es mit
seinen multiplen Regulationsfunktionen an systemischen
Entziindungsvorgdngen wie Trauma oder Sepsis und an
metabolischen Erkrankungen beteiligt.

Wie bereits oben erwdhnt, sind Autoantikérper gegen
dsDNA und Nukleosomen ein charakteristisches Merk-
mal des SLE. Da freigesetzte Nukleosomen allein nicht in
der Lage sind, eine Antikdrperproduktion zu induzieren,
konnte HMGB1 im Komplex mit freien Nukleosomen der
entscheidende Faktor zu sein, der TLR-2-abhdngig Anti-
gen-prasentierende Zellen aktiviert und die Antikorperbil-
dung in Gang setzt [68]. In der Tat wurde eine Korrelation
zwischen der HMGBI-Konzentration, Anti-dsDNA-Anti-
korpern sowie der Krankheitsaktivitdt beschrieben [75].
Daneben scheint die verminderte ,Abrdumung“ von
UV-geschadigten Zellen mit vermehrter Nukleosomen-
und HMGBI-Freisetzung an der Entwicklung autoimmun
bedingter Hautldsionen beteiligt zu sein [76].

Auch bei der Rheumatoiden Arthritis wird im Tiermo-
dell eine Translokation von HMGB1 aus dem Nukleus in
das Zytoplasma und den Extrazelluldrraum beobachtet,
wihrend dies bei gesunden Tieren nicht der Fall war [77].
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Zudem hatte die Gabe von Anti-HMGBI-Antikorper einen
Krankheits-verbessernden Effekt [78]. Extrazelluldres
HMGBI regt bei RA offenbar Makrophagen zur Ausschiit-
tung proinflammatorischer Zytokine an und induziert
RANKL-abhidngig die Bildung von Osteoklasten, die dann
zu Gelenkdestruktionen fiihren [79, 80].

Beim Diabetes mellitus Typ I zeigten zwei Studien am
Mausmodell eine Ausschiittung von HMGBI1 aus apoptoti-
schen Betazellen. Wie bei anderen Autoimmunerkrankun-
gen auch, kann HMGB1 dendritische zellen aktivieren und
die Immunantwort gegen korpereigene Betazellen lenken.
Die Gabe von Anti-HMGB1-Antikérper konnten auch hier
die Inzidenz reduzieren und den Krankheitsverlauf mil-
dern [81, 82].

Als DAMP ist HMGB1 auch an akuten systemischen
Entziindungsvorgdngen beteiligt. Bei einer endotoxin-
bedingten Sepsis im Mausmodell waren die HMGBI-
Werte im Serum deutlich erhoht und die zusatzliche
Gabe von HMGB1 war tddlich, wohingegen die Gabe von
Anti-HMGB1-Antikérpern zu einer Abschwdchung der
Krankheitserscheinungen fiihrte [83]. Ebenso wurden im
Tiermodel RAGE und TLR-9 als Aktivatoren der angebore-
nen Immunabwehr identifiziert, Blockierung von RAGE
oder TLR-9 hatten dagegen jeweils protektive Effekte
gegen septischen Schock [84, 85]. Auch bei sterilen Inflam-
mationsreaktionen, z.B. beim ,systemic inflammatory
response syndrome“ (SIRS) oder nach einem Trauma ist
HMGBI1 involviert. So wurden u.a. erhéhte HMGBI1-Blut-
werte nach schwerem Trauma [86], Verbrennungstrauma
[87] und postoperativ [88] nachgewiesen.

Auch bei metabolischen Erkrankungen wird der Ein-
fluss von HMGBI1 in der Pathogenese zunehmend erkannt.
Beim Diabetes mellitus Typ II fithrt HMGB1 {iber RAGE-
Aktivierung mittels oxidativen Stresses zur Inselzell-Apop-
tose und tragt so zum fortschreitenden Betazelluntergang
bei [89]. Es wurden erh6hte HMGB1-Serumwerte bei DM
II- Patienten berichtet und HMGB1 als unabhédngiger Pro-
gnosemarker fiir koronare Herzkrankheit (KHK) in der
diabetischen und der nicht-diabetischen Patientengruppe
identifiziert [90]. HMGB1 wird offenbar vermehrt in akti-
vierten glatten Muskelzellen und arteriosklerotischen
Gefalplaques exprimiert; der chronische Entziindungs-
reiz bewirkt iiber RAGE- Aktivierung eine kontinuierliche
HMGBI1-Freisetzung aus Makrophagen, wodurch die Ent-
ziindung in einem positiven Feedback-Kreislauf verstarkt
wird [91]. Auch beim Myokardinfarkt und nach Rekana-
lisation wird vermehrt HMGBI1 freigesetzt und fiihrt zur
myokardialen Inflammation und Apoptose [92]. Sogar in
neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alz-
heimer kénnen erhéhte HMGB1-Werte im Gehirn gemessen
werden, vor allem in der Umgebung der senilen Plaques,
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wo es den Abbau des Amyloid-f3 Proteins behindert und so
zum Fortschreiten der Erkrankung beitragt [93].

Relevanz von HMGB1 und RAGE fiir die
Pathophysiologie maligner Erkrankungen

Die Funktionen von HMGB1 in der Pathophysiologie von
malignen Erkrankungen sind ebenso komplex und viel-
faltig; HMGB1 kann dabei sowohl fordernde und inhibie-
rende Prozesse der Kanzerogenese unterstiitzen. Bei den
fordernden Funktionen ist es bemerkenswert, dass HMGB1
in jedem der von Hanahan und Weinberg postulierten
»Meilensteine der Tumorentwicklung® eine Rolle spielt
[94]. Dazu gehdren unbegrenztes Replikationspotential,
die Umgehung des programmierten Zelltodes (Apop-
tose), Unabhéingigkeit von externen Wachstumssignalen,
Unempfindlichkeit gegeniiber Wachstumsinhibitoren
sowie die Fdhigkeit zu Angiogenese, Gewebsinfiltration
und Metastasierung [reviewed in 56].

Unbegrenztes Replikationspotential

In eukaryotischen Zellen hdngt das Replikationspo-
tential von der Lange der Telomere ab, deren Lange mit
jeder Mitose aufgrund der spezifischen Funktionsweise
der DNA- Polymerasen abnimmt, bis keine Teilung mehr
moglich ist. Darauf basieren der natiirliche Alterungspro-
zess und die Gewebshomdostase. Tumorzellen kénnen
diese natiirliche Replikationsheschrankung {iberwinden,
indem sie mit speziellen Telomerasen die Telomere wie-
der verldngern und damit nie die kritische Lange unter-
schreiten [95, 96]. HMGB1 als DNA-bindendes Chaperon
interagiert auch mit Chromosomen in der Mitose, wie in
vivo wurde, [97] und nachgewiesen mit einer Haarnadel-
struktur auf einem Telomer wie explizit bei dem Parvovi-
rus ,,minute virus of mice“ festgestellt wurde [98].

Umgehung des programmierten Zelltodes

Zellen mit erworbenem Genschaden werden bei einem
intakten Regulationsmechanismus der Apoptose zuge-
fiihrt, bevor sie sich teilen und zum Tumor heranwachsen
konnen. Im Verlauf der Tumorentwicklung ist ungehemm-
tes Wachstum und Uberwindung der Kontaktinhibition
ebenfalls nur unter Ausschaltung der Apoptosemechanis-
men moglich. In vitro wurde gezeigt, dass HMGB1 BAX-
induzierte Apoptose bei Hefezellen verhindert und einen
protektiven Effekt gegen UV-induzierte Apoptose bei
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Zellkulturen von Siugetieren hatte [99]. Allerdings ist
hier der Redox-Status von HMGB1 von Bedeutung: nur
die reduzierte Form konnte Tumorgewebe vor der Apop-
tose durch zytotoxische Agenzien bewahren, wohingegen
die oxidierte Form sogar pro-apoptotische Effekte hat
[100]. RAGE ist ebenfalls an einem anti-apoptotischen,
p53-abhidngigen Signalweg beteiligt und erzeugt daneben
iiber NFxB und MAPK (,,mitogen activated kinase“) Sig-
nalwege ein entziindliches Umfeld in der direkten Umge-
bung des Tumors [101].

Unabhédngigkeit von externen Wachstumssignalen

Uber membranstindige Rezeptoren werden in gesunden
Zellen externe Regulationssignale fiir das Zellwachstum in
das Zellinnere weitergeleitet und dort in verschiedensten
Signalwegen verarbeitet. Jedes Glied dieser Signalketten
kann mutieren und eine kontinuierliche Reizweiterleitung
bedingen, auch bei Fehlen der externen Wachstumsreize
[94]. MAP-Kinasen und NF«B sind Teil dieser intrazellula-
ren Signaltransduktionsketten und kénnen durch HMGB1
iiber RAGE oder TLR-2 und -4 aktiviert werden [101, 102] In
Kolonkarzinomzellen wurde aufierdem eine Aktivierung
des Phosphatidylinositol (PIP3)/Akt Signalwegs durch
HMGB1 nachgewiesen.

Unempfindlichkeit gegeniiber Wachstumsinhibitoren

Eine Resistenz gegeniiber externen Wachstumsinhibito-
ren fiihrt zu einem bei Tumorzellen haufig anzutreffendem
unreguliertem Zellzyklus. In vitro wurde eine Beschleuni-
gung des Zellzyklus von MCF-7 Zellen beobachtet, wenn
HMGBI1-iiberexprimierende Zellen mit Ostrogen stimuliert
wurden. Allerdings fiihrte die alleinige Uberexpression
von HMGBI1 noch zu keiner Verdnderung des Zellzyklus
[103]. Uberraschenderweise gibt es einige Berichte darii-
ber, dass HMGB1 auch Zellzyklusarrest und Apoptose akti-
viert, so z.B. liber das Retinoblastoma Protein (Rb) [104]
Auch hier kénnte z.B. der Redox-Zustand von HMGB1 der
Schliissel zum Verstdndnis der gegensatzlichen Funktio-
nen sein.

Angiogenese

Folge eines ungehemmten Wachstums von Tumorzellen
ist eine lokale Hypoxie, die ein wirkungsvoller Stimu-
lus fiir die Neubildung von Blutgefdfien ist. Wesentliche
Mediatoren sind Angiogenesefaktoren wie der ,vascular
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endothelial growth factor® (VEGF), die zunichst von
Tumorzellen, spater auch von Makrophagen freigesetzt
werden. Unter diesen Faktoren findet sich auch HMGBI1,
das in vitro eine Sprossung von Endothelzellen und eine
Zellmigration hervorrufen konnte [105] und einen positi-
ven Feedback- Mechanismus unterhilt [106]. Beim oralen
Plattenepithelkarzinom fand sich zudem eine Korrelation
von RAGE- und VEGF-Werten [107]. Da HMGB1 auch die
Neubildung von Lymphgefdfien fordert, konnte es auch
zur lymphogenen Metastasierung beitragen. So wurde
beim oralen Plattenepithelkarzinom eine Korrelation der
HMGBI1-Werte mit der Dichte der Lymphgefaf3e und dem
Lymphknoten-Status festgestellt [108].

Gewebsinfiltration und Metastasierung

Die Expression von RAGE korrelierte im kolorektalen
und Magenkarzinom mit Zellatypien, Uberexpression
von HMGBI, Gewebsinfiltration und Metastasierung der
Tumore [109, 110]. E-Selektin, selbst ein wichtiger Faktor
bei der Metastasierung, scheint die zelluldre Expression
von HMGBI1 im kolorektalen Karzinom zu drosseln, fiihrt
andererseits aber zu vermehrter HMGB1-Freisetzung in das
extrazelluldre Milieu, wo HMGB1 die vermehrte Expression
von E-Selektin im Sinne eines positiven Feedback- Mecha-
nismus foérdert [111]. Dariiber hinaus fiihrt die Freisetzung
von HMGB1 aus kolorektalen Tumorzellen zur Abnahme
der Makrophagenzahlen in benachbarten, befallenen wie
unbefallenen, Lymphknoten, was die Metastasierung in
diesen Bereichen weiter begiinstigt [112, 113]. Auch RAGE
wurde im Fall von Pankreaskarzinomen mit der Fahigkeit
zur Metastasierung assoziiert, wobei von drei Zelllinien
mit verschieden hoher Metastasierungsneigung diejenige
mit der niedrigsten RAGE-Expression die niedrigste Meta-
stasierungsrate aufwies [114].

Entziindung und Tumor

Die zwei grofien ,Wirkungsgebiete“ von HMGB1, Ent-
ziindung und maligne Entartung, haben mehr gemein-
sam, als man auf den ersten Blick annehmen mdchte.
Nicht umsonst werden seit kurzem drei Entziindungs-
zustdande zusétzlich zu den ,klassischen® Meilensteinen
der Krebsentwicklung angefiihrt: ein entziindliches Mik-
roumfeld (,,microenvironment®), sowie die Fihigkeiten,
vom Immunsystem unerkannt zu bleiben und eine Immu-
nantwort zu unterdriicken [115]. HMGBI1 reflektiert mit sei-
nen gegensatzlichen Funktionen dabei die zwei Seiten des
Immunsystems: einerseits fiihrt ein chronisch entziindli-
ches Umfeld zu Tumorprogression, andererseits fiihrt eine
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zielgerichtete Immunantwort zur wirksamen Bekdmpfung
der Tumorzellen.

Die proinflammatorischen Wirkungen von HMGBI1
wurden bereits oben beschrieben: im entziindlichen Mik-
roumfeld des Tumors fiihrt HMGBI iiber Induktion von und
Interaktion mit proinflammatorischen Zytokinen wie NFxB
und IL-1-B [71, 116] zur Aufrechterhaltung des entziindlichen
Milieus. Die dort befindlichen freien Radikale und Zyto-
kine verursachen Zellschdden und Mutationen, die Aus-
gangspunkte fiir maligne Entartungen darstellen [34, 115].
Auch spater férdern Entziindungsmediatoren das Tumor-
wachstum, bis der Tumor schlief3lich selbst iiber Zytokin-
ausschiittung mit positiven Riickwirkungen (,,Feedback®)
die Entziindung unterhilt. Es ist bekannt, dass maligne
Tumoren oft in Gebieten chronischer Entziindung entste-
hen konnen, z.B. das HCC auf dem Boden einer chronischen
Hepatitis. Eine grundsétzlich andere Situation liegt vor,
wenn innerhalb eines kurzen Zeitraums eine grofie Menge
an HMGBI freigesetzt wird, wie es z.B. bei systemischer
Chemotherapie mit folgendem massiven Zelluntergang der
Fall ist. Dann unterstiitzt HMGB1 die Aktivierung von den-
dritischen Zellen, die zu effizienter Epitop-Prasentation
und spezifischer T-Zell-Antwort fiihrt [34, 64]. Uber TLR-4
verhindert HMGB1 dabei den lysosomalen Abbau der auf-
genommenen Bruchstiicke apoptotischer Zellen, sodass die
Epitope auf der Oberflache fiir die T-Zell-Aktivierung zur Ver-
fiigung stehen [66]. Im Fall von Brustkrebspatienten fiihrte
ein Funktionsverlust des TLR- Rezeptors durch eine ,,loss of
function“-Mutation zu einer schlechteren Prognose unter
Anthrazyklintherapie. Daher wird HMGB1 eine wichtige
Rolle in der Regulation der Chemosensitivitdt zugeschrieben
[66, 67, 117]. Andererseits gibt es auch hier widerspriichliche
Berichte, so z.B. dass eine steroidbedingte Uberexpression
von HMGB1 Zellkulturen eines Mammakarzinoms gegen-
iiber einer Therapie mit Cisplatin sensibilisierte [118]. Die
vollstandige Erklarung dieser gegenldufigen Ergebnisse
steht noch aus, allerdings ist ein Zusammenhang mit der
Lokalisation von HMGB1 in verschiedenen Kompartimenten
oder mit der Interaktion mit RAGE und weiteren Mediatoren
anzunehmen [119]. Auch die Art der systemischen Chemo-
therapie hat einen Einfluss auf die HMGB1-Ausschiittung
und die folgenden immunologischen Ablaufe. So wurde
beispielsweise bei Gabe von Oxaliplatin HMGB1 im Nukleus
zuriickgehalten, wahrend es bei Alkylanzien und Taxanen
vermehrt ausgeschiittet wurde [120, 121]. Zitvogel et al. leg-
ten kiirzlich ein bemerkenswertes Erklarungsmodell vor,
nach dem die Interaktionen zwischen untergehenden Zel-
len und ihrer Umgebung von einem ,,Kombinationscode*
abhdngen. Je nach dem vorliegenden ,,Cocktail* an Medi-
atoren und Zytokinen, ihrer rdumlichen Zuordnung und
der zeitlichen Abfolge ihrer Freisetzung wiirden demnach
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unterschiedliche Immunantworten und Entziindungs-
reaktionen generiert. Das ist insofern plausibel, als die
allermeisten Zelltodmediatoren ubiquitdr in grofer Zahl
vorkommen, wie Calreticulin, ATP [122] oder HMGB1, deren
blof3e Anwesenheit jedoch kein hinreichender Anlass fiir
eine Immunantwort sein kann. Erst die richtige zeitliche
Abfolge (,,spatiotemporal sequence“) von freigesetzten
Mediatoren im von der sterbenden Zelle generierten Umfeld
mit dem richtigen ,,Cocktail* an positiven und negativen Sig-
nalmolekiilen fiihrt zur Aktivierung von Immunzellen und
deren Differenzierung. Das wiirde auch erkldren, warum
kleinste Konzentrationsdanderungen und der Redoxstatus
von HMGBI so einen weitreichenden Einfluss auf die weite-
ren immunologischen Vorgédnge haben kénnen [123].

Eine Ubersicht iiber die tumorférdernden Eigenschaf-
ten von HMGBI zeigt Abbildung 2.

Immunogene Zelltodmarker als
Biomarker im Blut

Freisetzung in die Blutbahn

HMGBI1 kann aktiv sezerniert werden, so z.B. bei apopto-
tischen Zellen [37] oder aktivierten Zellen des angebore-
nen Immunsystems, oder passiv von nekrotischen oder
beschidigten Zellen freigesetzt werden [124].
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Durch akute Schadigung oder Nekrose verliert die Zell-
membran ihre Schutzfunktion, sie wird durchlédssig und
kann intrazelluldare Bestandteile nicht mehr von der Dif-
fusion nach extrazelluldr zuriickhalten. Die freigesetzten
intrazelluldren Substanzen interagieren mit den Zellober-
flaichen benachbarter Zellen und kénnen so Entziindungs-
reaktionen auslosen [124, 125]. Diese passive Form der
Freisetzung von HMGB1 wurde als ,,immunogen” bezeich-
net im Gegensatz zur immunologisch ,,stillen” Apoptose,
bei der durch die geordnete Selbstzerstorung der Zelle
keine HMGBI-Freisetzung detektiert werden konnte [124].

Allerdings konnte inzwischen bei verschiedensten
Zelltypen auch eine Apoptose- abhdngige Freisetzung von
HMGBI festgestellt werden, ohne dass Anzeichen einer
Nekrose zu erkennen waren [37, 126]. Wurden Autopha-
gie-Mechanismen in sterbenden Zellen blockiert, konnte
auch eine Retention von HMGB1 beobachtet werden [127].
Wieder einmal scheint hier der Redoxstatus von HMGB1
eine entscheidende Rolle zu spielen: die reduzierte Form
ist in der Lage, Autophagie zu férdern und damit die Che-
moresistenz von Tumoren zu erhéhen, wohingegen die
oxidierte Form proapoptotisch wirkt und die Wirksam-
keit sytemischer Chemotherapie erhoht [100]. Bei der
Regulation des Redox-Status sind u.a. Variationen der
intrazelluldren Caspase-Aktivitat und der Freisetzung von
Sauerstoffradikalen von wesentlicher Bedeutung [128].

Wahrend der Apoptose bleibt HMGBI fest an die DNA-
Strdnge gebunden, sodass es aus apoptotischen Zellen

k . . ." \ Proinflammatorische
= Zytokine
Induktion \

Freie Radikale

Stammzellmutation
Tumor

1. Interaktion mit Telomeren _— 1. Replikatives Potenzial

2. Reduzierte Form: _— 2. Umgehung der Apoptose
BAK:-Inhibition, p53 etc.

3. TLR 2/4-MyD88-NFkB _— 3. Unabhéngigkeit von duflleren
RAS-Raf-MAPK Wachstumssignalen
PIP3-AKT

4. Endothelzellvermehrung, —_— 4. Angioneogenese
Zellmigration

5. E-Selektin-Feedback _— 5. Metastasierung

Abbildung 2 Tumorférdernde Funktionen von HMGB1.
(Details siehe Text; modifiziert nach [57])
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oft im Komplex mit Nukleosomen freigesetzt wird und
mit diesen zusammen proinflammatorische Wirkungen
iiber den TLR- 2- Rezeptor entfalten kann [37, 68]. Apo-
ptotische Zellen kénnen auch Makrophagen zur Abgabe
von HMGBI1 in das extrazelluldre Milieu anregen [129].
Auf verschiedenste Stimuli, z.B. Endotoxine, TNF oder
Interleukine wird ebenso HMGB1 aus Makrophagen und
dendritischen Zellen aktiv freigesetzt [83]. Nicht zuletzt
sind auch hypoxische, gestresste Zellen in der Lage,
HMGBI1 aktiv zu sezernieren. Dies konnte unter anderem
fiir Hepatozyten [130] und Synovialgewebe in vitro besta-
tigt werden [131].

Zeitliche Abfolge der Freisetzung

In vitro Experimente mit Makrophagen zeigten eine
HMGBI- Ausschiittung ca. 8 Stunden nach Endotoxin-
gabe. Da HMGBI iiber Induktion der Zytokinproduktion in
einem positiven Feedback-System auch seine eigene Aus-
schiittung anregt, ist von diesem Zeitpunkt an eine kon-
tinuierliche Ausschiittung anzunehmen [83, 132]. Unter
Behandlung mit Alkylanzien und Taxanen kam es bei
verschiedenen Tumorzellkulturen zur ersten messbharen
Freisetzung nach 12 h, die Hochstkonzentration an ext-
razelluldarem HMGB1 wurde allerdings erst nach 36-40 h
erreicht. Das ebenfalls getestete Oxaliplatin fiihrte zu kei-
ner messharen HMGB1-Freisetzung [120].

Im Mausmodell stiegen die extrazellularen HMGBI-
Werte nach 8-32 h nach Gabe von Endotoxinen [83, 132]
und bei Ratten stiegen die Werte ebenfalls ca. 12 h nach
Induktion einer Pankreatitis an bis zu einem Hochstwert
von 120 ng/mL nach 24 h. Danach blieb der HMGB1-Level
fiir 36-72 h stabil erhoht bei ca. 60 ng/mL [133].

In Patienten nach mechanischem Trauma waren
bereits innerhalb einer Stunde nach dem Ereignis etwa
30-fach erh6hte HMGB1-Werte messbar; nach einem wei-
teren Anstieg erreichten sie nach 2-6 h ihren Maximalwert
und blieben anschlief3end fiir mehr als 5 Tage erhoht [134].
Auch bei Verbrennungstraumen waren die HMGB1-Werte
bereits bei Aufnahme in das Krankenhaus erh6ht und fie-
len iiber die folgenden 5 Tage nur langsam ab. HMGB1 kor-
relierte dabei mit der verbrannten Kérperoberfliche und
der Prognose [87].

Stabilitdat und Kinetik in der Blutbahn

Wie auch andere Proteine unterliegt HMGB1 im Blutkreis-
lauf den Mechanismen des Abbaus und der Elimination.
Eine Kenntnis dieser Mechanismen ist wichtig fiir das
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Verstandnis von Funktion und Regulation des Prote-
ins, aber auch fiir die Einschadtzung der zirkulierenden
HMGBI1-Werte v.a. in der Interpretation individueller Ver-
laufe wahrend und nach einer Therapie.

Leider gibt es zur Stabilitdt von HMGB1 im Blut bis-
lang nur wenige Daten. In Pulse-Chase- Experimenten
wurde eine Halbwertszeit von 52 h fiir HMGB1 berech-
net [135]. Die Stabilitdt von HMGBI1-DNA-Komplexen war
abhdngig von der Proteinkonzentration wahrend der
Bindungsphase und dissoziierte ab einer gewissen Pro-
teinkonzentration nicht mehr spontan. Nach Ausbildung
der Komplexe waren diese unabhéngig von der umgeben-
den Proteinkonzentration stabil und 16sten sich nur nach
Zugabe von kompetitiven DNA-Fragmenten [136]. Auch
die Bindung an andere Kofaktoren wie LPS, IL-1-B oder
Anti-HMGBI1-Antikérper wurde bereits beschrieben, ohne
jedoch Angaben zu deren Auswirkungen auf die Stabilitat
von HMGBI im Serum zu machen [137]. Die im Vergleich zu
anderen Zytokinen wie z.B. TNF-o spat erreichte Hochst-
konzentration konnte auf eine ausgepragte Stabilitat des
Molekiils hinweisen, oder aber auf repetitive Freisetzung
aufgrund von positiven Feedback-Mechanismen zuriick-
zufiihren sein [83, 132].

Zur Kinetik des freigesetzten, im Blut zirkulierenden
HMGBI-Molekiils liegen bislang ebenfalls nur wenige
Daten vor; sie diirfte allerdings mit jener von freien DNA-
Fragmenten vergleichbar sein. Eine aktuelle Studie von
Beiter et al. iiber den Konzentrationsverlauf zellfreier,
nuklearer DNA und HMGBI1 im Plasma von Probanden
wahrend und nach korperlicher Belastung auf Fahrrader-
gometern berichtet von einem signifikanten Anstieg der
HMGB1-Werte um mehr als das Dreifache des Ausgangs-
wertes unmittelbar nach Belastung. 30 Minuten nach
Ende der Belastung waren die Werte wieder auf dem Aus-
gangsniveau angelangt. Dieser schnelle Abfall weist auf
im Blut vorliegende, effektive Eliminationsmechanismen
fiir HMGB1 hin [138].

Abbau und Elimination aus der Blutbahn

Welche Faktoren maf3geblich fiir den Abbau von HMGB1
im Blutkreislauf sind, wurde bisher noch nicht umfassend
untersucht. Ein Faktor, der die Elimination modifizieren
kann, ist die Bildung von Auto-Antikdrpern gegen HMGB1
z.B. im Rahmen von Autoimmun-Erkrankungen wie dem
SLE [75, 139].

Auch wird ein Abbau von HMGB1 durch Serumpro-
teasen beschrieben, z.B. durch Thrombin und Plasmin.
Dabei fiihrte die Spaltung von HMGB1 durch Thrombin
oder den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex zu einer
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verminderten Immunogenitit des Molekiils. Abbau-
produkte von HMGBI1 konnten so im Mausmodell nach
Endotoxingabe und in Patienten nach disseminierter int-
ravasaler Gerinnung im Blut gefunden werden [140]. In
vitro beschleunigte HMGB1 auch die Plasminogenaktivie-
rung durch Gewebsplasminogenaktivator t-PA um bis zu
46-fach, was auf einen negativen Feedback-Mechanismus
in vivo hinweisen kann, mit dem HMGBI1 seinen eigenen
Abbau verstarkt [141].

Bei Schweinen mit induziertem akutem Leberver-
sagen zeigten sich bereits nach 24 h erhéhte Werte
von HMGBI, die nach kiinstlicher Leberunterstiitzung
wieder abfielen. Ob dies allerdings der hepatischen
Elimination von HMGB1 oder der induzierten Entziin-
dungsreaktion zuzuschreiben ist, ldsst sich daraus
nicht ableiten [142].

Auch bei Patienten mit chronischem Nierenversagen
fanden sich erhohte HMGBI1- Konzentrationen im Blut,
die negativ mit der Glomeruldren Filtrationsrate korrelier-
ten. Auch hier ist kein direkter Schluss auf eine fehlende
renale Elimination mdoglich, da HMGB1 auch mit Markern
fiir Entziindung und Untererndhrung Korrelierte, zwei
Zustande, die beide unabhidngig zur Ausschiittung von
HMGBI fiihren konnen [143].

Nachweismoglichkeiten im Blut

Neben dem Kklassischen ELISA (,,enzyme-linked immu-
nosorbent assay“) in Sandwich- Technik gibt es noch
die Mdglichkeit, HMGBI1 mittels Western Blot oder EMSA
(,electromobility shift assay“) zu messen.

Die konventionelle ELISA-Methode ist gut geeignet
fiir den Nachweis von HMGBI1 in Lysaten von Zellkulturen
oder Zellkultur-Uberstinden, allerdings wurden Serum-
oder Plasmalevel niedriger gemessen als in Western
Blot-Technik. Wahrscheinlich sind dafiir maskierende
Faktoren wie HMGB1-Antikorper, Lipoplysaccharide oder
IL-1-B verantwortlich, die an HMGB1 binden und so die
Erkennung des Molekiils im ELISA verhindern [144]. Eine
Vorbehandlung mit Perchlorsdure fiihrt zur Ablosung
dieser Faktoren [137]. Ob die Bestimmung des gesam-
ten HMGB1 oder des freien Anteils Unterschiede in der
Bewertung klinischer Zustdnde ergibt, ist derzeit noch
offen.

Beim Western Blot fiihrt die Behandlung der Serum-
und Plasmaproben mit SDS-PAGE zur Auflésung der mas-
kierenden Proteinkomplexe und damit zu verldsslicheren
Messergebnissen. Aufierdem konnen beim Western Blot
auch Background-Proteine dargestellt werden, was Riick-
schliisse auf die Spezifitit des Testes zuldsst [137, 144, 145].
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Allerdings ist die Durchfiihrung in der Praxis zeit- und
kostenaufwéandiger als eine ELISA-Messung.

Beim ,electrophoretic mobility shift assay” (EMSA)
macht man sich im Gegensatz zu ELISA und Western
Blot die starke Bindung von HMGB1 an spezielle DNA-
Sequenzen zu Nutze. HMGB1 bindet in den Proben an
radioaktiv markierte DNA-Abschnitte und wird danach
mittels Elektrophorese analysiert. Auch hier kann eine
Minimierung von Background-Proteinen erreicht wer-
den. Der Arbeitsaufwand ist mit dem Western Blot ver-
gleichbar, allerdings ist die Verwendung radioaktiv
markierter DNA-Abschnitte fiir die Routinediagnostik
nachteilig [145].

Analog zu den Nachweisverfahren fiir HMGB1 gibt
es auch fiir RAGE einen klassischen ELISA-Sandwichtest
[146], sowie die Bestimmungsmoglichkeit mittels Western
Blot und EMSA [147]. Die Vor- und Nachteile entsprechen
dabei denen bei HMGBI1.

Klinische Relevanz immunogener
Zelltodmarker als Biomarker bei
nicht-malignen Erkrankungen

Bei den oben beschriebenen traumatischen, autoimmu-
nen, entziindlichen oder metabolischen Krankheitsbil-
dern lassen die beteiligten Zelltodmarker Riickschliisse
auf die pathologischen Vorgédnge im menschlichen Korper
zu. Daher wurden bereits zu vielen dieser Erkrankungen
immunogene Zelltodmarker als Biomarker zur Unterstiit-
zung der Diagnose, zur Abschatzung der Prognose und zur
Verlaufshbeobachtung der Erkrankung untersucht. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in Tabelle 1.
In einer Studie mit 115 Patienten mit einem akuten
Polytrauma fanden sich bei Eintreffen in die Notaufnahme
eines Traumazentrums signifikant hohere HMGBI- und
SRAGE-Werte als bei 49 Kontrollpatienten mit unkompli-
zierten Schenkelhals- und Kndchelfrakturen. Dabei korre-
lierten beide Marker mit der Schwere des Polytraumas und
des Hirnschadens. Zudem waren hohe initiale HMGBI,
RAGE- und Nukleosomen-Werte bei Polytraumapatienten
mit einer hohen Mortalitdt wahrend der ersten Woche des
Krankenhausaufenthaltes assoziiert [149].
Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen beschrie-
ben auch Cohen etal. einen Anstieg der Plasmakonzen-
tration von HMGB1 innerhalb der ersten Stunde nach
schwerem Trauma. Dabei korrelierte die Hohe der Werte
mit der Schwere der Verletzungen, den Komplikationen
und der systemischen Entziindungsantwort [86]. Ob
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HMGBI eine Schliisselrolle fiir den ungiinstigen Verlauf
spielt oder nur durch die systemische Entziindungsreak-
tion ausgeschiittet wird, ist unklar [165], der Aussagewert
einer Erh6hung konnte allerdings z.B. im Verlaufsmonito-
ring genutzt werden.

Erh6hte HMGB1-Konzentrationen finden sich zudem
im Blut bei erregerbedingter Sepsis, vor allem bei Pati-
enten mit schlechter Prognose [83], wohingegen das
Auftreten von Auto- Antikérpern mit einem besseren
Krankheitsverlauf assoziiert ist und eine protektive Funk-
tion zu haben scheint [166].

In der Gruppe der Autoimmunerkrankungen ist
sowohl bei SLE als auch bei Rheumatoider Arthritis die
Konzentration von HMGB1 gegeniiber gesunden Ver-
gleichspersonen erhoht und korreliert positiv mit dem
jeweiligen Aktivitdtsindex [153, 154]. Nicht zuletzt fiih-
ren auch die erwdhnten metabolischen Erkrankungen zu
deutlich gegeniiber dem Normalwert erhéhten HMGBI-
Konzentrationen, was in mehreren Studien zu Diabetes
[90, 167], koronarer Herzkrankheit [90, 168], Myokard-
infarkt [169, 170] und Schlaganfall [169] belegt werden
konnte.

In der Studie zu koronarer Herzkrankheit und Dia-
betes zeigte sich interessanterweise die Serumkonzent-
ration von esRAGE signifikant bei KHK-Patienten in der
Diabetes-positiven und negativen Gruppe (SRAGE nur in
der Diabetes-negativen Gruppe) erniedrigt, was auf eine
protektive Funktion von (e)sRAGE hinweisen konnte [90].
Diese These stiitzt eine weitere Studie, die iiber signifikant
hoéhere sRAGE Plasmawerte in gesunden 100-Jahrigen im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen mittleren Alters
berichtet; Patienten mit einem friihzeitigen Myokardin-
farkt hatten hingegen deutlich erniedrigte sRAGE-Werte
[148]. Auch zeigten sich erniedrigte sRAGE- Werte bei
chronisch entziindlichen Erkrankungen, Atherosklerose,
Diabetes, Nierenversagen und im Verlauf des Alterungs-
prozesses. [reviewed in 171].

Allerdings gibt es auch Studien, die erhdhte sSRAGE-
Werte mit einem hoheren Mortalitdtsrisiko bei Diabetes
Typ I in Verbindung bringen [155]. Aufierdem sind bei
akuten entziindlichen Erkrankungen wie Sepsis, akute
Pankreatitis oder unmittelbar nach einem Trauma die
SRAGE-Werte z.T. stark erhoht und korrelieren mit einer
ungiinstigen Prognose [86, 149-152].

Die Vielzahl der méglichen Ausléser fiir eine HMGBI-
oder eine sRAGE-Freisetzung macht gerade bei multimor-
biden Patienten eine diagnostische Zuordnung zu einem
spezifischen Krankheitshild schwer und sollte auch bei
der Anwendung von immunogenen Zelltodmarkern zur
Verlaufskontrolle etc. immer mit in Betracht gezogen
werden.

DE GRUYTER

Klinische Relevanz von immunoge-
nen Zelltodmarkern als Biomarker
bei Tumorerkrankungen

Wahrend eine Reihe an Studien die funktionellen Aspekte
von HMGB1 und RAGE beleuchtet, untersuchten nur
wenige die Rolle von im Serum oder Plasma zirkulieren-
dem HMGB1 und sRAGE fiir die Diagnostik, Prognose-
abschitzung und Verlaufsbeobachtung bei malignen
Erkrankungen.

Shang etal. berichteten von deutlich erhdhten
HMGBI1-Konzentrationen (Mittelwert 76,1+37,0 ng/mL) bei
145 Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC) im Vergleich zu 49 gesunden Kontrollpersonen
(7,7+6,1 ng/mL) und 77 Patienten mit chronisch obstruk-
tiver Lungenerkrankung (COPD; 39,8+10,8 ng/mL) als
wichtiger Differenzialdiagnose zum Lungenkarzinom. Die
HMGB1-Werte korrelierten mit dem Tumorstadium und der
Tumorgrofie und fielen nach Tumorresektion signifikant
ab; auflerdem konnte zwischen lokalen Tumormanifesta-
tionen und Fernmetastasen unterschieden werden [156].

Eine kleinere Studie an 40 Patienten mit NSCLC fand
ebenso erhohte pratherapeutische HMGB1- und VEGF-
Werte im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen, aller-
dings keinerlei Korrelation mit der Prognose oder eine
Differenzierung zwischen den Stadien IIIb und IV [157].

In einer Studie zu pratherapeutischen HMGB1-Wer-
ten bei Patienten mit Magenkrebs wurden Serumproben
von 227 Patienten untersucht, die sich einer Gastrosko-
pie unterzogen. Die Serumwerte von HMGB1 differierten
signifikant zwischen den fiinf untersuchten Subgruppen
und stiegen mit dem Stadium der Tumorentwicklung von
,nicht-maligne® (z.B. Ulzera), iiber Hochrisiko-Patienten
(z.B. Adenome), Magenfriihkarzinom, lokal fortgeschrit-
tenes Magenkarzinom bis hin zum metastasierten Magen-
karzinom kontinuierlich an. Aulerdem konnte auch hier
ein Zusammenhang von HMGB1 mit Tumorgréfle, Lymph-
knotenstatus und schlechter Prognose, jedoch nicht mit
Perineuralscheiden- oder Lymphgefaf3iinvasion gezeigt
werden. Interessanterweise stellte sich HMGB1 dabei als
iiberlegen gegeniiber dem etablierten Tumormarker CEA
heraus [158].

Auch in 166 Patienten mit hepatozelluldarem Karzi-
nom wurden erhéhte Serumwerte von HMGB1 (84,2+50,4
ng/mL) im Vergleich zu 62 Patienten mit Leberzirrhose
(40,2+11,6 ng/mL), 51 Patienten mit chronischer Hepati-
tis (39,8+10,5 ng/mL) und 56 gesunden Kontrollpersonen
(7,0+5,9 ng/mL) gefunden. Hier korrelierte HMGB1 eben-
falls mit Tumorgréfle, -stadium, -differenzierung und den
o-Fetoprotein-Werten (AFP) [159].
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Sheng et al. untersuchten die Serumwerte von
HMGB1, CYFRA 211, SCC und CEA bei Patientinnen mit
Plattenepithelkarzinomen der Zervix. Erhohte Mittel-
werte von HMGB1 und auch der anderen Biomarker wur-
den insbesondere in der Gruppe der 112 Patientinnen mit
Tumorrezidiv gemessen (50,8 ng/mL), im Vergleich zu 172
rezidivfreien Karzinom-Patientinnen (15,1 ng/mL) und
128 gesunden Kontrollpersonen (7,6 ng/mL). Unter allen
Biomarkern zeigte HMGB1 in den ROC-Kurven die beste
Diskriminationsfidhigkeit. Eine Kombination von HMGB1
mit SCC und CYFRA 21-1 sowie serielle Verlaufsmessun-
gen verbesserten zudem Sensitivitat und Spezifitdt. Bei
den Rezidiv-Fillen korrelierten die HMGB1-Werte auch
mit dem krankheitsfreien Intervall und der Gesamtiiber-
lebenszeit [160].

Immunogene Zelltodmarker in der
Beurteilung des Therapieansprechens
und der Prognose

Ausgehend von den viel versprechenden Ergebnissen der
Studien iiber den zirkulierenden Zelltodmarker Nukle-
osomen fiir die friihzeitige Beurteilung des Ansprechens
zytotoxischer Therapien und der Prognose v.a. bei Patien-
ten mit fortgeschrittenen soliden Karzinomen [siehe oben,
17, 167] und den Berichten iiber die gemeinsame Freiset-
zung von Nukleosomen und HMGBI1 bei spat-apoptoti-
schen Zelltodprozessen, lag es nahe, auch die Kinetik der
immunogenen Zelltodmarker HMGB1 und sRAGE in dieser
Fragestellung zu untersuchen.

Als Grundlage fiir die klinisch-diagnostischen Stu-
dien wurden die ELISA-Tests fiir HMGB1 und sRAGE hin-
sichtlich ihrer methodischen Qualitat und moglicher
prdanalytischer Einflussfaktoren getestet [146, 172]. Hier-
bei ergaben sich fiir beide manuelle Tests gute Intra- und
Interassay-Imprézisionen mit Variationskoeffizienten
unter 15% sowie gute Linearitdtsergebnisse in den Ver-
diinnungsreihen. Fiir sRAGE fanden sich vergleichbare
Wertelagen in Serum und Plasmaproben, wahrend fiir
HMGB1 im Plasma deutlich niedrigere Signale als im
Serum gemessen wurden. Fiir die Serumproben wurde
als praanalytisch wesentlicher Aspekt die Notwendigkeit
einer zeitnahen Zentrifugation der Proben nach Blutent-
nahme v.a. hinsichtlich der HMGB1-Werte identifiziert.
Nach Zentrifugation waren die Werte in den Proben stabil,
selbst wenn sie bis zu eine Woche im Kiihlschrank oder
bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden. Mehrmaliges
Auftauen und Einfrieren hatte ebenfalls keine Auswir-
kungen auf die HMGBI- und sRAGE-Werte. Anhand einer
gesunden Kontrollgruppe wurde fiir HMGBI1 ein Median
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von 1,3 ng/mL und eine 95% Perzentile von 4,1 ng/mL
errechnet, fiir SRAGE lag der Median bei 1,1 ng/mL und die
90% Perzentilen bei 0,52 und 1,49 ng/mL [146, 172].

In den anschlieflenden klinischen Studien wurden
HMGBI1 und sRAGE in verschiedenen Settings bei Patien-
ten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung, die sich einer
lokalen oder systemischen Therapie unterzogen, unter-
sucht. Parallel hierzu wurden klinische Charakteristika,
etablierte Tumor-assoziierte Biomarker wie auch weitere
Organ-, Inflammations- und Zelltod-assoziierte Marker
hinzugezogen, um den spezifischen Nutzen der neuen
Marker fiir die Abschdtzung der Prognose und des Thera-
pieansprechens herauszuarbeiten.

Im Rahmen der lokalen Therapien wurden 49 Patien-
ten mit Leber-Metastasen eines kolorektalen Karzinoms,
die eine Selektive Interne Radio-Therapie (SIRT) erhielten
[161, 173], sowie 50 Patienten mit einem priméren Leber-
zellkarzinom, die mit einer Trans-Arteriellen Chemo-
Embolisation (TACE) behandelt wurden, untersucht [162,
174]. Grundlage dieser Therapien ist die doppelte Gefaf3-
versorgung der Leber: Gesundes Lebergewebe wird dabei
iiberwiegend durch die Portalvene, Tumorgewebe durch
die Leberarterie versorgt. Werden nun hohe Dosen radio-
aktiv beladener Mikrosphédren (SIRT) oder zytotoxischer
Substanzen (TACE) in die Aste der Leberarterie einge-
bracht, wird vor allem Tumorgewebe geschadigt wahrend
gesundes Gewebe nur begrenzter Toxizitdt ausgesetzt ist.
Da starke lokale Therapieeffekte erwartet wurden, wur-
den die Serum-Biomarker bei den Patienten vor sowie
24 und 48 Stunden nach Verabreichung der Therapie
gemessen und mit dem radiologischen Ansprechen der
Therapie nach einem (TACE) oder drei Monaten (SIRT)
und mit dem Gesamtiiberleben korreliert.

In der SIRT-Studie waren bereits vor Therapiebeginn
die Serumwerte von HMGB1 und Nukleosomen erhoht,
wohingegen die Werte von sRAGE niedriger waren als die
der gesunden Kontrollpersonen. Einen Tag (24 h) nach
dem Eingriff waren HMGBI- und Nukleosomen-Werte
nochmals deutlich angestiegen und die sRAGE-Werte
weiter abgefallen. Interessanterweise korrelierten die
24 h-Werte von HMGB1 und Nukleosomen hochsignifikant,
was die Hypothese der gleichzeitigen oder kombinierten
Freisetzung unterstiitzte. Hinsichtlich des Therapiean-
sprechens, welches durch PET-CT oder MRT nach drei
Monaten objektiviert wurde, waren HMGB1 nach 0 h und
24 h sowie Nukleosomen nach 24 h in der Gruppe der Pati-
enten mit einer Tumorprogression im Vergleich zu jenen
mit stabiler Erkrankung deutlich erh6ht. Die pratherapeu-
tischen Werte von HMGB1 lagen bei 40% der progressiven
Patienten sogar iiber 10 ng/mL, wédhrend kein Patient der
nicht-progressiven Gruppe solch hohen Werte erreichte.
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Damit wédre anhand der pratherapeutischen HMGBI-
Werte eine sehr friihe, spezifische Unterscheidung der
beiden Subgruppen moglich. In dhnlicher Weise waren
hohe Basis- und 24 h-Werte von HMGB1 aufierdem mit
einem ungiinstigen Langzeitiiberleben assoziiert. In der
multivariaten Analyse mit Tumor-, Leber- und Inflamma-
tionsmarkern wurden HMGB1 und CRP als unabhéngige
prognostische Parameter bestétigt [161, 173].

Auch in der TACE-Studie waren die Serumkonzen-
trationen von Nukleosomen und HMGB1 24 h nach der
Behandlung signifikant erhoht, wahrend die RAGE-Werte
erniedrigt waren. Wiederum wurden héhere Nukleoso-
men-Werte (24 h) bei Patienten mit einer Progression
unter Therapie gefunden im Vergleich zu den Progressi-
ons-freien Patienten; zudem wurden Nukleosomen in der
multivariaten Analyse als unabhéngige pradiktive Marker
fiir das Therapieansprechen bestitigt [174]. Trotz der Ahn-
lichkeit der Verfahren bei Radio- und Chemoembolisation
zeigte HMGB1 hier keine pradiktive Relevanz. Allerdings
waren die SRAGE-Werte sowohl vor als auch 24 h nach
Verabreichung der Therapie in Patienten mit progressiver
Erkrankung signifikant niedriger als bei nicht-progressi-
ver Erkrankung [162, 174].
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Abbildung 3 Ubersicht iiber die Funktionen von HMGB1 und RAGE.
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Auch in zwei weiteren Studien an 51 Patienten mit
lokalisiertem Mammakarzinom, die prdoperativ eine
neoadjuvante Chemotherapie erhielten [163], sowie an 78
Patienten mit einem fortgeschrittenen Pankreaskarzinom,
die eine palliative Chemotherapie erhielten [164], wurden
die immunogenen Biomarker im Verlauf der systemischen
zytotoxischen Therapien untersucht und hinsichtlich
ihrer Aussagekraft fiir die Beurteilung des Therapiean-
sprechens oder der Prognose gepriift. Bei diesen Ansat-
zen waren die Intervalle der Messungen gréfier, so dass
der unmittelbare Therapieeffekt nicht abgebildet wurde.

Nichtsdestoweniger bestatigte sich in der neoadju-
vanten Studie mit Mammakarzinom-Patientinnen die
Tendenz, dass pratherapeutisch hohe HMGBI- und nied-
rige SRAGE- Werte mit einem unzureichenden Therapiean-
sprechen korrelieren. Ferner erwies sich auch die Kinetik
von HMGBI als potentiell relevanter Marker [163]. Dies ist
umso bemerkenswerter, als die etablierten Tumormarker
CEA und CA 1533 fiir diese Fragestellung keine Aussage-
kraft hatten.

Auch in der Studie mit Patienten mit einem Pan-
kreaskarzinom, bei denen die Biomarker in wochent-
lichem Abstand erhoben wurden, waren bereits die

HMGB1 wird wahrend Nekrose sowie in Kombination mit Nukleosomen wahrend der Apoptose/sekunddren Nekrose in den Extrazellu-
larraum freigesetzt. An Makrophagen (M®), dendritischen (DC) und Antigen-présentierenden Zellen (APS) bindet HMGB1 an verschie-
dene Rezeptoren wie TLR-2 und 4 oder RAGE und induziert in diesen Zellen u.a. eine Kreuzprasentation der phagozytierten Antigene der
degradierten Zelle an ihrer Zellmembran, wodurch eine spezifische T-Zell Antwort getriggert wird. Hierbei kann die chronische und akute
Immunaktivierung die Tumorentstehung unterschiedliche beeinflussen (siehe Text). Lésliches sRAGE wird durch alternatives Splicing
gebildet oder von der Zelloberflache abgeschilfert und kann durch Bindung an freies HMGB1 moglicherweise als Decoy-Receptor wirken.
Als Biomarker im Blut sind hohe Konzentrationen von HMGB1 und Nukleosomen haufig mit einer ungiinstigen Prognose, hohe Werte des
loslichen sRAGE jedoch mit einer giinstigen Prognose der Patienten assoziiert (modifiziert nach [176]).
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pratherapeutischen SRAGE-Werte im Vergleich zu gesun-
den Kontrollpersonen signifikant erniedrigt (p=0,0001).
Auch die DNAse-Aktivitdt war bei den Patienten niedri-
ger als bei der Kontrollgruppe (p<0,0001). Hinsichtlich
des Therapieansprechens wiesen die 42 Patienten mit
einer radiologisch progredienten Erkrankung signifikant
niedrigere sRAGE-Werte zum Staging-Zeitpunkt nach
2 Monaten auf als die 26 Patienten mit einem stabilen
Krankheitszustand [164].

Beziiglich der Prognose der Patienten korrelierte das
Tertil der héchsten pratherapeutischen RAGE-Werte (>0,85
ng/mL) mit einem signifikant verbesserten medianem
Uberleben (11,4 vs. 6,5 Monate) und einer verlangerten Zeit
bis zur Krankheitsprogression (6,1 vs. 3,4 Monate). Dahin-
gegen war das Tertil mit den h6chsten pratherapeutischen
HMGBI1-Werten (3,3 ng/mL) mit einem kiirzeren medianen
Uberleben assoziiert (5,8 vs. 8,4 Monate); weiter korre-
lierten hohe Nukleosomen-Werte an fast allen untersuch-
ten Tagen (7, 14, 21, 28 und 56 nach Therapiebeginn) mit
einer signifikant kiirzeren Zeit bis zur Tumorprogression
[164]. Wenngleich die onkologischen Biomarker CA 19-9,
CEA und CYFRA 211 in der gleichen Patientenkohorte eine
ebenfalls beeindruckende prognostische Wertigkeit zeig-
ten [175], sind die neuen immunogenen Biomarker fiir die
Fragestellungen des Therapiemonitorings und der Progno-
seabschdtzung viel versprechende zusitzliche Parameter.

Perspektiven

Immunogene Zelltodmarker wie HMGB1 und sRAGE
sind in viele akute und chronische pathophysiologische
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